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Patentkrayv

1. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglyceroi-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedisyrer
med kort, medium og lang kadelengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normalt er til stede i mel, til de tilsvarende gatactosyl-
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand bl at hydrolysere mindst 10% af de
galactosyldiglycerider, som normalt er til stede i en dej indeholdende mel, tit

monoglycerider.

2. Et polypeptid med lipaseakdivitet: hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol
hydrolyserende enzym, og hvori omialte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang keedelsengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mingst
80% aklivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,58
inkiuderede en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normalt er il stede i mel, il de tlsvarende
galactosylimonoglycerier, hvori omtaite polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst
10% af de galactosyldiglycerider, som normalt er til stede i dej indeholdende mel, lil
moneglycerider.

3. Et polypeptid med lipaseaktivitet: hvori omtalte polypeptid er el triacylglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang kadelaengde. hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efler 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,58
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7,

4. Et polypeptid med lipaseaklivitet hvori amtalte polypeptid er et tracylglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med korl, medium cg lang keedeleengde; og hvori omtalte polypeplid er i stand 1 at
hydrotysere galactolipider, som normait er til stede i mel, til de tilsvarende galactosyt
monoglycerider. ’

5. Et polygeplid med lipaseaktivitet; hvori cmtalte polypeplid er et tnacylglycerolk
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedisyrer
med kort, medium og lang kadelzengde, hvori omtalle polypeptid bibeholder mindst
B0% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 35-8
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inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvari omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som nomalt er til stede i mel, til de tisvarende
galactesylmonoglycerider.

6. £t polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeplid er et triaéylgiycerol-
hydrolysereade enzym, og hveri omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang kxdelzngde, hvori omtalte polypeplid ved hydrolyse er i
stand il al modificere glycolipiderne, monogalactosyidiglycerid (MGDG) og
digalaciosyldiglycerid (DGDG) til de mere poleere forbindelser monogalaclosyl-
monoglycerid {(MGMG) og digalactosyimanaglycend (DGMG).

7. Et polypeptid med lipaseaktivitet, hvort omtalle polypeptid er et triacytglycerol-
hydrolyserende enzym, og hveri omtalte polypeptid er i stand il at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang kaedelzengde, hvori omialte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 35-8
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse eri
stand il at madificere glycofipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og
digalactosyldiglycerid (DGDG) til de mere poleere forbindelser monogalactosyl-
menoglycerid (MGMG) og digalactosyimonoglycend (DGMG).

8. Et polypeptid med lipaseaktivitet: hvori cmialte polypeptid er et triacylglycerol-
hydrolyserende enzym. og hvori omialte polypeptid er i stand til at fraspalie fedisyrer
med kort, medium og lang kadel®ngde: og hvari amtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normalt er tl stede i mel, W de tilsvarende
galactosylmanoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at
modificere glycolipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digatactosyldiglycerid
{DGDG) tif de mere poleere forbindelser monogatactosylmonoglycerid (MGMG) og
digalactosyimonoglycerid (DGMG).

8. El polypeptid med lipaseaklivitet; hvori omiafte polypeptid er et triacylglycerol
hydrolyserende enzym. og hvori omialte polypeptid er i stand til at fraspalte fedisyrer
med kort, medium og lang kadelengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider. som nommall er til stede i mel, tl de tilsvarende
galactesylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst
10% af de galactosyldiglycerider, som normait er til stede i dej indeholdende mel. til
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at modificere
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glycolipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycerid {DGDG) til
de mere polere forbindelser monogalactosyimonoglycerid (MGMG) og digatactosyl-
monoglycerid (DGMG).

10. Et polypeplid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et iracylglycerol-
hydrolyserende enzym. og hvori omtalte polypeptid er i stand ti at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang keedeleengde, hvon omialte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,58
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte potypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som nomall er Wl stede i mel, til de tisvarende
galactosyimonoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand 1l at
modificere glycolipiderne, monogalactosyidiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycerid
(DGDG) til de mere polzere forbindelser monogalactosyimanaglycerid (MGMG) og
digalactosylmonoglycerid (DGMG).

11. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite pelypeptid er et triacyiglycerol
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedisyrer
med kort. medium og lang kaedelaengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst
B80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C. og ved en pH som ligger mellem 3,5-8
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider. som normall er il stede i mel, til de tilsvarende
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand (il at hydrolysere mindst
10% af de galactasyldiglycerider, som narmalt er til stede i dej indeholdende mei, 1
monoglycenider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand lil at modificere
glycolipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosy!diglycerid (DGDG) til
de mere polere forbindelser monogalactosylmanoglycerid (MGMG) og
digalactosylmoncglycerid (DGMG).

12. Et polypeptid med tipaseaktivitet hvori omtalle polypeplid er el triacylglycerch
hydrolyserende enzym, og hvori omiaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kot medium og lang kadelngde.

13. Et polypeplid med lipaseaktivitet. hveri omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand
Wl at modificere  glycolipiderme,  monogalactosyldiglycerid (MGDG) og
digatactosyldiglycerid {DGDG) )] de mefe polzre forbindeiser
manogalactosylmonoglycerid (MGMG) og digalactosyimonoglycerid (DGMG).
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14. Et polypeptid omfattende mindst én aminosyreéekvens vist heri som SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2 og SEQID NO:3.

15. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvori polypeptidet
kan afledes fra Aspergillus tubigensis og/eller hvorn, polypeptidet har folgende

karakteristika:

() Det bibeholder mindst B0% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som
ligger mellem 3,5-8,

(i)  det bibehclder mindst 60% af dets aktivitet efler 1 time ved 60°C i 100 mM
natnumacetatbuffer ved pH 5,0, og

{ii) det har et isoelektrisk punkt som, bestemt ved iscelektrisk fokusering, ligger
mellern 3,5-4.5.

16. Et polypeptid ifgige et hvilket som helst af de foregaende krav, som amfatter
mindst én aminosyresekvens udvalgt fra gruppen bestiende af

SEQ ID NO:1, SEQ 1D NO:2 og SEQ ID NQ:3, hvor X33 i omtalte sekvenser er en
aminosyre udvaigt fra gruppen bestaende af Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, Gly,
His, lle, Leu. Lys, Met. Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr og Val.

17. Et polypeptid felge et hvilket som helst af de foregaende krav som har enzymatisk
aktivitet ved en pH som ligger mellem 3.5-8.

18. Et polypeptid felge et hvilket som helst af de foregdende krav, som bibeholder
mindst 80% al dets aktivitet efter en time ved 50°C i 100 mM natnumacetatbuffer ved

pH 5,0.

19. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de feregaende krav som, bestemt ved
isoefektrisk fokusering, har et isoelektrisk punkt pA 4,1 = 0,1.

20. Et polypeptid ifolge et hvilket som helst af de foregéende krav som er i stand til at

hydrolysere mindst 10% af de galactosyldiglycerider, som normakt er til stede i dej
indeholdende mel, til de tilsvarende galactosylmonoglycerider.
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21. Et polypeptid ifeige et hvilket som helst af de foregéende krav hvori polypeptidet i
det veesentlige er pa ikke-glycosyleret form.

22. Et polypeplid ifolge et hvilket som heist af de foregdende krav hvori polypeptidet er
en del al et fusionsprodukt omfattende ydedigere enzymatisk aktive

aminosyresekvenser.

23. Et polypeptid ifgige et hvilket sdm helst af de foregaende krav hvori palypeptidet i
det vaesentlige er pa oprenset form.

24. Et polypeptid ifslge et hvilkel som helst af de foregdende krav hvori polypeptidst
har en molekylveegt som, bestemt ved matrix-assisteret laserdesarptions-ioniserings-
massespektrometri (MALDI-MS), er pad 31 + 1,5 kDa.

25. Et polypeptid ifalge et hvilket som helst af de foregdende krav hvori polypeptidet
omfatter amnosyresexvensen vist som SEQ ID NO:9 eller en variant, homolog eller
fragment heraf.

26. Et polypepitid ifoige et hvilket som heist af de foregdende krav hvor polypeptidet
ikke omfatter aminosyre(r) som tilvejebringer glycosylerings-site(s).

27. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet er
afledt fra en organisme udvalgt fra gruppen bestaende af en svamp, gaer, bakterie,
plantacelle og dyrecelle.

28. Et polypeptid ifolge et hvilket som helst af de foregdende krav for hvilket det.
geelder at det, ved tilszeining af polypeptidet til braddej i en mangde pa 5.000 LUS pr.
kg mel, reducerer den gennemsnitlige porediameter | krummen pa bred fremstillet fra
denne dej med mindst 10%, i forhold @l brad som er fremstillet fra en breddej, der ikke
er lilsat lipasen.

79. Et polypeplid ifeige et hviket som heist af de foregéende krav for hvilket det
gzelder al det. nir det szettes til en breddej i en maengde pa 5.000 LUS pr. kg mel,
eger porehomogeniteten af krummen pa bred fremstillet fra denne dej med mindst 5%,
i forhold til brad som er fremstillet fra braddej, der ikke er titsat fipasen.

NZAS-0155912
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30. Et polypeptid ifolge et hviket sam helst af de foregaends krav for hvilket det
geelder at det, nar det szsties lil broddej i| en maengde p4 5.000 LUS pr. kg mel, oger
dejens glutenindeks med mindst 5%, i forhold til dej der ikke er tilsat polypeptidet;
glutenindekset beslemmes ved hjzeip af et Glutomatic 2200 apparat.

31. Et rekombinant DNA-moiekyle omfattende en nucleotid-sekvens kodende for
polypeplidet ifoige et hvilket som helst af kravene 1-30.

32. El rekombinant DNA-molekyle ifolge krav 31 omfattende mindst én af SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO;5, SEQ ID NO.6 0g SEQ ID NO:7.

33. Et rekombinant DNA-molekyle ifelge krav 31 omfattende SEQG ID NO:8 eller en
variant. homolog eller fragment deraf eller en sekvens som er komplementzer dertil,

34. El rekombinant DNA-molekyle ifelge krav 31 som koder for et polypeptid som
defineret i et hvilket som helst af kravene 1-30, som ikke omfatter aminosyre(r} som

tilvejebringer glycosylerings-site(s).

35. Et rekombinant DNA-molekyle ifalge krav 31. som er et plasmid udvalgt fra
gruppen bestaende af et plasmid deponeret under accessionsnumrene NCIMB 40863,
NCIMB 40931, NCIMB 40932, NCIMB 40933, NCIMB 40934 og NCIMB 40935,

36. En celle omfattende et rekombinant DNA-molekyle ifzlge et hvilket som helst af
kravene 31-35 og som er i stand til at udtrykke pclypeptidet ifalge et hvilket som helst
af kravene 1-30.

37. En celle ifelge krav 36 som er en mkroorganisme udvalgl fra gruppen bestaende
af en svamp, gzer, bakterie, plantecelle og dyrecelle.

38. En celle ifelge krav 37 som er en filamentes svamp udvalgt fra gruppen testaende
af en Aspergillus sp., en Penicilium sp., en Rhizomucar sp., en Mucor Sp., en

Trichoderma sp., en Neurosgora sp. og en Humicola sp.

39, En celle ifolge krav 38 sem er Aspergillus tubigensis.

NZAS-0155913
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40. En fremgangsmade til fremstiling af et polypeptid ifelge et hvilket som helst af
kravene 1-30 omfattende transformation af en veaertscelle med et rekombinant DNA-
molekyle ifelge et hvilket som heist af kravene 31-38, veeriscellen er i stand 4l at
udirykke nucleotidsekvensen kodende for polypeplidet, dyrkning af den
transformerade vartscelle under betingelser, hvor nucleotidsekvensen udirykkes og
opsamling af polypeptidet.

41. En fremgangsmade ifolge krav 40 som omfatter yderligere trin til isolering af
polypeptidet pa i det vaasentlige ren form.

42. En fremgangsmade i fremstilling af et bagt produkt med forbedret
porehomogenitet og reduceret porediameter, fremgangsmaden omfatter lilsztning af
polypeptidet ifelge el hvilkket som helst af kravene 1-30 elter polypeptidet fremstillet
ifelge krav 40 eller 41 il dejen.

43. En fremgangsmade ifelge krav 42, hvori dejen ikke indeholder tilsatte fipider.

44. En fremgangsmade ifelge krav 42 eller 43, omfattende tilseetning af polypeptidet til
dejen, i en mangde som resulterer i mindst 10% reduktion af den gennemsnitlige
porediameter i krummen pa bred fremstillet fra dejen, i forhold til et bred som er
fremsfillet fra en braddej uden tilszetning af polypeptidet.

45. En fremgangsmade ifelge krav 42 eller 43, omfattende tilsgetning af polypeptlidet tif
dejen, i en mangde som resulterer i mindst 5% stigning | porehomogeniteten i
krummen pa bred fremstillet fra dajen, i forhoid til et bred som er fremstillet fra en
braddej uden tilsaetning af polypeptidet.

46. En fremgangsmade ifolge et hvilket som heist af kravene 42-45. omfatiende
tilszetning af polypeptidet til dejen, i en maengde som resulterer i mindst 5% stigning i
dejens glutenindeks i forhold ti en dej der ikke tilszties polypeptidet; glutenindekset er
bestemt ved hjeelp af et Glutomatic 2200 apparat,

47. En fremgangsmade ifolge et hviket som helst af kravene 42-45, hvori polypeptidet
sattes lil dejen i en maengde som ligger mellem 100-30.000 lipase units {LUS) pr. kg
mel inkluderende en maengde som ligger mellem S00-10.000 lipase units (LUS} pr. kg.
mel.
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48. En fremgangsmade ifalge krav 47, hvori en emulgator saettes til dejen.

49. En fremgangsmade ifelge krav 48, hvori emulgatoren er diacetyhinsyreester af
mono- og diglycerider af spiselige fedtsyrer.

S50. En fremgangamade ifelge krav 49, hvori diacetylvinsyreesteren har en
forsesbningsveerdi som ligger mellem 300 og 600 og en syreveendi som ligger mellem
40 ag 120.

51. En fremgangsmade ifelge krav 50, hvori diacelylvinsyreesteren tilssettes i en
mangde sam ligger mellem 0,1-1,0 vaegt-% af melet.

52. En fremgangsmade ifelge krav 42 hvon mindst el yderligere enzym seeites til
dejen.

53. En fremgangsmade ifalge krav 52 hvori det ydedigere enzym er udvalgt fra
gruppen bestaende af en hemiceliulase, en protease, en amylase, en oxidoreduktase
og en cellulase.

54. Anvendelse af el palypeptid ifolge et hvitket som helst af kravene 1-20 eller et
polypeptid fremstillet ved en praces ifelge krav 40, i en dej til et bagt produkt for at
forbedre stabilitelen af glutennetveerket i dejen ogleller for at bibringe forbedret
porehomogenitet og/eller for et reducere porediameteren i det bagte produkt ogl/elier
for at gore bagte produkter mindre tilbajelige til at deformeres mekanisk,

55. Anvendelse ifelge krav 54 hwori glutenindekset i defen er eget med mindat 5% i
forhold ti en dej som er fremstillet uden tilstning af polypeptidet; ghutenindekset
bestemmes ved hjelp af et Glutomatic 2200 apparat.

56. En dejforbedrende sammensaetning omfattende polypeptidet faige et hvilket som
helst af kravene 1-30 og mindst én yderligere konventionel dej-additiv-bestanddel.

S7. En sammensztning ifelge krav 56 hvori den yderligere forbincelse er vaigt fra
gruppen bestaende af et enzym og en emulgator.

NZAS-0155915



5B. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende en nucleotid-sekvens kodende for et

polypeptid udvisende lipaseaktivilet som omfatter mindst én af aminosyresekvenseme

vist heri som SEQ ID NO:1, SEQ ID NO;2 og SEQ ID NO:3 eller en nuclectid-sekvens

kodende for et polypeptid udvisende lipaseaklivitet som omfatter aminosyre-
5 sekvensen vist som SEQ 1D NO. 9.

59, Et rekombinant DNA-molekyle omfattende mindst &t af SEQ ID NO:4, SEQ ID

NO:5, SEQ ID NOS og SEQ ID NO:7 eller i det mindste den kodende sekvens af

nucleotid-sekvensen vist som SEQ ID NO:8 efer en variant, hamalog eller fragment
10 deraf eller en sekvens der er komplementaer dertil,
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Patentkrav

1. Et polypeptid med lipaseaktivitet: hvari omtake polypeptid er et Mnacylglycerol
hydrolyserende enzym, og hvori omlalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang keedeleengde; og hvori omtalte polypeptid es i sland il at
hydrolysere galactolipider, som normalt er til stede 1 mel, til de tilsvarende galactosyl-
monoglycerider, hvori omntalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 10% af de
galactosyldiglycerider, som normalt er il stede i en dej indeholdende mel, til
monoglycerider.

2. El polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycercl-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedisyrer
med kort, medium og lang keedelazngde, hvori omialte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3.5-8
inkluderede en pH som ligger mellem 5-7, og hvorl omlalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normalt er il stede i mel. lil de tilsvarende
galactosylmonaglycernder, hvon omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst
10% af de galactosyldiglycerider, som normalt er lil stede i dej indeholdende mel, til
monoglycerider.

3. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalle fedtsyrer
med kort, medium og lang kaedelengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitel efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,5-8
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7. '

4. Et polypeptid med lipaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et tracylgiycerol-
hydrolyserende enzym, ag hvori omtatte polypeptid er i stand ti at fraspalte fedtsyrer
med kort. medium og lang kaedelzengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere gatactolipkler. sgom normalt er til stede i mel, til de tilsvarende galactosyl-
monoglycerider.

5. Et polypeptid med lipaseaklivilet, hvorl omtalte polypeptid er el triacylglyceral-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspafte fedisyrer
med kort, medium og kang keedelengde, hvori omialte polypeplid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 3,58
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inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normall er t3 stede i mel, til de thsvarende
galactosylmonoglycerider.

6. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omlalte polypeptid er et triacyiglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspaite fedtsyrer
med kort, medium og lang kadelaengde, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i
stand til at modificere glycolipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og
digalactosyldiglycerid (DGDG) til de mere polzre forbindelser monogalactosyl-
monoglycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG).

7. Et polypeptid med lipaseaklivilet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerok
hydrotyserende enzym, og hvori omltalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer
med kort, medium og lang kaedelaengde, hvori omialte polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 3,5-8
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i
stand fd at modificere glycofipiderne. monogalactosyldiglycerid (MGDG) og
digalactosyldiglycerid (DGDG) til de mere polere forbindelser monogalactosyl-
monoglycerid {(MGMG) og digalactosyimonoglycerid (DGMG).

8. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvort omtalte polypeptid er et triacyiglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspafte fedisyrer
med kort, medium og lang ksedelzengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til al
hydrolysere galactolipider, som normalt er il stede i mel, til de tisvarende
galactosylmonoglycerider. hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at
modificere glycolipiderne, monegalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycerid
(DGDG) td de mere polmre forbindelser monogalactosyimonoglycerid {(MGMG) og
digalactosyimonoglycerid (DGMG).

9. Et polypeptid med lpaseaktivitet, hvori omlalte polypeptid er et triacyiglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalie fedisyrer
med kort, medium og lang kssdelsengde; og hvori omtalte polypeptid et i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normalt er W stede i mel, i de tdsvarende
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst
10% at de galactosyidiglycerider, som normall er (il stede i dej indehotdende mel. til
monecglycerider, hvori omtalte palypeptid ved hydrolyse er i stand til at modificere
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glyeolipiderne, manogalactosykiiglycerid {MGDG) og digalactosyldiglycerid {DGDG) til
de mere pokere forbindelser monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og digalactosyl-
monoglycerid (DGMG).

10. Et polypeplid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacylglycerol-
hydrolyserends enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspaite fedtsyrer
med kort, medium og lang kadelazngde, hvori omtalta polypeptid bibeholder mindst
80% aklivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,58
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysere galactolipider, som normall er til stede i mel. til de tilsvarende
galactosylmonoglycerider. hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i stand til at
modificere glycolipiderns, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycerid
(DGDG) til de mere polare forbindelser monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og
digalactosylmonoglycerid (DGMG).

11. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol-
hydrolyserende enzym, og hvori omtalie polypeptid er i stand til at fraspalie fedtsyrer
med kort, medium og lang keedelesngde, hvori omtalie polypeptid bibeholder mindst
80% aktivitet efter 4 dage ved 20“C, og ved en pH som ligger mellem 3,5-8
inkluderende en pH som ligger mellem S-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at
hydrolysera galactolipider, som nommalt er il stede | mel, lil de tilsvarende
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte potypeptid er i stand til at hydrolysers mindst
10% af de galactosyldiglycerider, som normalt er il stede i dej indeholdende mel, il
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at modificere
glycolipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycerid (DGDO) i
de mere polere forbindelser monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og
digalactosyimonoglycerid (DGMG).

12. Et polypeplid med lipaseaklivitet, hvori omtalte polypeptid er et tiacyiglycerok
hydrolyserende enzym, og hvon omtalte polypeptid er i stand til at fraspalle fedtsyrer
med kort, medium og lang kaedelaengde.

13. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvari omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand
il at modificere  glycolipiderne, monogalactosyidiglycerid  (MGDG) og
digalactosykdiglycerid {DGDC) til de mere potare forbindelser
monogalactosyimonoeglycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG).

NZAS-0155920



10

15

20

25

30

35

14. Et polypeptid omfattende mindst én aminosyresekvens vist heri som SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO:3.

15. Et polypeptid ifolge et hvilket som helst af de foregaende krav, hvori polypeptidet
kan afledes fra Aspergiflus tubigensis cg/eller hvori, polypeplidet har folgende
karakleristika:

{i}  Det bibeholder mindst 80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som
ligger mellem 3,5-8,

{n) det bibeholder mindst 60% af dets aklivitet efter 1 time ved 60°C i 100 mM
natriumagetatbuffer ved pH 5,0, og

(if) dethar et isoelektrisk punkt som, bestemt ved isoelektiisk fokusering, Iigger
mellem 3,5-4,5.

16. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, som omfatter
mindst én aminosyresekvens udvalgt fra gruppen bestaende af

SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO:3, hvor Xaa i omtalte sekvenser er en
aminosyre udvalgt fra gruppen bestaende af Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, Gly,
His, lie, Leu, Lys, Met, Phe. Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr ag Val,

17. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav som har enzymatisk
aklivitet ved en pH som ligger meilem 3,5-8.

18. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav, som bibeholder
mindst 80% af dets aktivitet efter en time ved 50°C i 100 mM natriumacetatbufier ved
pHS.0.

19. Et polypeptid ifeige et hvilket som helst af de foregaends krav som, bestemnt ved
isoelekirisk fokusering, har et isoelektrisk punkt pa 4,1 1 0,1,

20. £t polypeptid ifoige et hvilket som helst af de foregéende krav som er i stand t# at

hydrolysere mindst 10% al de galactesyldiglycerider, som normatt er til stede i dej
indehokiende mel, til de lilsvarende galactosyimonoglycerider.
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21. Et polypepti ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet i
det veasentlige er pa ikke-glycosylerel form.

22. Et polypeplid ifaige et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet er
en del af et fusionsprodukt omfaltende yderigere enzymatisk aktive
aminosyresekvenser.

23. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet i
det veesentlige er pa oprenset form.

24. Et polypeplid ifelge et hvilket som helst af de foregdende krav hvori polypeptidet
har en molekylvaegt som, bestemt ved matrix-assisteret laserdesorptions-ioniserings-
massespektrometri (MALDI-MS), er pa 31 = 1,5 kDa.

25. Et polypeptid ifeige et hvilket som helst af de foregdende krav hvon polypeptidet
omfatter amnosyresekvensen vist som SEQ 1D NO:9 eller en variant, homolog eller
fragment heraf.

26. Et polypeptid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet
ikke omfatter aminasyre(r) som tilvejebringer glycosylerings-site(s).

27. Et polypeplid ifelge et hvilket som helst af de foregaende krav hvori polypeptidet er
afiedt fra en organisme udvalgt fra gruppen bestiende af en svamp, gaer, bakterie,
plantecelle og dyrecelle.

28. Et polypeplid ifelge et hvilket sem helst af de foregaende krav for hvilket det
gzeider at det, ved tilszetning af polypeplidet til broddej i en mesngde pa 5.000 LUS pr.
kg mel, reducerer den gennemsnillige porediameter i krummen pa brad fremstillet fra
denne dej med mindst 10%, i forhold til bred som er fremstillet fra en braddej, der ikke
er tdsat ipasen.

29. Et polypeptid ifolge et hvilket som helst af de foregaende krav for hvitket det
geelder at det, nar det szttes lil en broddej i en maengde pa 5.000 LUS pr. kg mel,
sger porehomogenitelen al krummen pa brod fremstillet fra denne dej med mindst 5%,
i forhold ti) bred som er fremstillet fra broddej, der ikke er tilsat lipasen.
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30. Et polypeptid ifslge et hvilket som helst af de foregaende krav for hvikel det
geelder at det, nar det seettes til braddej | en meengde ps 5.000 LUS br. kg mel, eger
dejens glutenindeks med mindst 5%, i forhold til dej der ikke er tilsal polypeptidet:
glutenindeksel bestemmes ved hjeelp af et Glutomatic 2200 apparat.

~

31. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende en nucleotid-sekvens kodende fo}
polypeptidet ifzige et hvilket som helst af kravene 1-30.

32. Et rekombinant DNA-molekyle ifalge krav 31 omfattende mindst én af SEQ ID
NO:4, SEQID NO:5,. SEQ ID NO:6 og SEQ ID NO7.

33. Et rekombinant DNA-molekyle ifoige krav 31 omfaltende SEQ ID NO:8 eller en
variant, homolog eller fragment deraf eller en sekvens som er komplementzer dertil.

34. El rekombinant DNA-molekyle italge krav 31 som koder for et polypeptid som
defineret i el hvilket som helst af kravene 1-30, som ikke omfatter aminosyre(r) som

tilvejebringer glycosylerings-site(s).

35. Et rekombinant DNA-molekyle ifolge krav 31, som er et plasmid udvalgt fra
gruppen bestaende af et plasmid deponeret under accessionsnumrene NCIMB 40863,
NCIMB 40931, NCIMB 40332, NCIMB 40933, NCIMB 40934 og NCIMB 40935.

36. En celle omfattende et rekombinant DNA-molekyle ifelge et hvitket som helst af

kravene 31-35 og som er i stand til at udtrykke polypeptidet ifelge et hvilket som helst
af kravene 1-30.

37. En celle ifetge krav 36 som er en mikroorganisme ugvalgt fra gruppen bestaende
af en svamp, gar, bakterie, plantecelle og dyrecelle.

38. En cele ifelge krav 37 som er en filamentes svamp udvalgt fra gruppen bestaende
al en Aspergillus sp.. en Penicllium sp., en Rhizomucor sp., en Mucor Sp., en

Trichoderma sp., en Neurospora sp. og en Humicola sp.

39. En celle ifolge krav 38 som er Aspergillus tubigensis.
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40. En fremgangsmade til fremstilling af et polypeplid ifelge et hvilket som helst af
kravene 1-30 omfatiende transformation af en vaeriscalle med et rekombinant DNA-
molekyle ifeige et hvilket som helst af kravene 31-39, veertscellen er i stand tit at
udirykke nucleotidsekvensen kodende for polypeptidet, dyrkning af den
transformerede veertscelle under betingelser, hvor nucleotidsekvensen udlrykkes og
opsamling af polypeptidet.

41 En fremgangsmade ifelge krav 40 som omfatter yderligere trin til isolering af
polypeptidet pa i det vaesentlige ren form.

42. En fremgangsmade til fremstiling af et bagt produkt med forbedret
porehomogenitet og reduceret porediameter, fremgangsmaden omfatter tilszetning af
polypeptidet ifeige et hvilket som helsl af kravene 1-30 eller polypeptidet fremstillet
ifelge krav 40 eller 41 til dejen.

43. En fremgangsmade ifelge krav 42, hvori dejen ikke indeholder tilsatte lipider.

44. En fremgangsmade ifelge krav 42 eller 43, omfattende tilszetning af polypeptidet til
dejen, i en masngde som resuberer | mindst 10% reduktion af den gennemsnitlige
parediameter | krummen paA bred fremstillet fra dejen, i forhold til et brad som er
fremstillet fra en broeddej uden lilsztning af polypeptidet.

45. En fremgangsmade ifelge krav 42 eller 43, omfattende tilsetning af polypeptidet til
dejen. 1 en mazngde som resulterer i mindst 5% stigning i porehomogeniteten i
krummen pad bred fremstillet fra dejen. i forhold til et brad som er fremstillet fra en
braddej uden tilszetning af polypeptidet.

46. En fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 42-45, omfattende
tiseetning af polypeptidet til dejen, i en maengde som resulterer i mindst 5% stigning i
dejens glutenindeks i forhold til en dej der ikke tilszettes polypeptidet; glutenindekset er
bestemt ved hjalp af et Glutomatic 2200 apparat,

47. En fremgangsmade ifolge et hvilket som helst af kravene 42-45, hvori polypeptidet
seettes til dejeni en maengde som ligger mellem 100-30.000 lipase units (LUS) pr. kg
mel inkluderende en meangde som hgger meliem 500-10.000 lipase units (LUS) pr. kg.
mel.
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48. En fremgangsmade ifelge krav 47, hvori en emulgator szeties 1l dejen.

49. En fremgangsmade ifolge krav 48, hvori emulgatoren er diacetylvinsyreester af
mono- og diglycerider af spiselige fedisyrer.

50. En fremgangsmade ifalge krav 49, hvori diacetylvinsyreesteren har en
farszbningsvaerdi som ligger meliem 300 og 600 og en syrevaerdi som ligger mellem
40 og 120. '

51. En fremgangsmade ifslge krav 50, hvori diacetylvinsyreesteren tilssettes i en
mzengde som ligger mellem 0,1-1,0 veegt-% af melet.

52. En fremgangsmade ifplge krav 42 hvori mindst et yderiigere enzym saties il
dejen.

53. En fremgangsmade ifelge krav 52 hvori det yderligere enzym er udvalgt fra
gruppen bestaende af en hemicellulase, en protease, en amylase, en oxidoreduklase
og en cellulass.

54. Anvendelse af et polypeptid ifelge et hvilket som helst af kravene 1-30 allar et
polypeptid fremstillet ved en proces ifelge krav 40, i en dej fil et bagt produkt for at
forbedre slabibteten af ghtennetvaerket i dejen ogleller for at bibringe forbedret
porehomogenitet ogleller for at reducere porediameleren i det bagte produkt ogleller
for at gere bagte produkter mindre tilbejelige 11 at deformeres mekanisk.

S5. Anvendelse ifalge krav 54 hvori glutenindekset i dejen er eget med mindst 5% i
forhold 1@ en dej som er fremstillet uden tilssetning af polypeptidet; glutenindekset
bestemmes ved hjzelp af et Glutomatic 2200 apparat.

56. En dejforbedrende sammensaelning omfattende polypeptidet ifelge et hvilket som
helst af kravene 1-30 og mindst én yderligere konventionel dej-additiv-bestanddel.

57. En sammenszetning ifelge krav 56 hvori den yderligere forbindelse er valgt fra
gruppen bestaende af et enzym og en emulgator.
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58. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende en nuclectid-sekvens kodende for et

polypeptid udvisende lipaseaktivitet som omfatter mindst én af aminosyresekvenserne

vist heri som SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO.3 eller en nucleotid-sekvens

kodende for et polypeptid udvisende lipaseaktivitet som ‘omfatter aminosyre-
5§ sekvensen vist som SEQ iD NO. 9.

59. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende mindst &t af SEQ ID NO:4, SEQ ID

NO:5, SEQ ID NO:6 og SEQ iD NO:7 eller i det mindste den kodende sekvens af

nucleotid-sekvensen vist som SEQ 1D NO:8 eller en variant, homolog eller fragment
10 deral eller en sekvens der er komplementzr dertil.
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